Editorial

A edicao de setembro da RSBO traz mais
uma vez novidades em relacao as bases de dados,
ja que este periodico foi agora aceito nas bases
Free Medical Journals e na Redalyc, aumentando
ainda mais a visibilidade cientifica da revista.
Como consequéncia dessas indexacoes, algumas
mudancas estruturais para padronizacao
internacional na RSBO foram necessarias,
como por exemplo a presenca das informacoes
para citacao dos artigos na sua primeira pagina
e a simplificacao das afiliagbes dos autores.
No total, a RSBO estda no momento indexada
em 8 bases de dados e em avaliacdo em mais
duas, o que evidencia a preocupagao constante
do corpo editorial em manter a seriedade e o
desenvolvimento das pesquisas aqui publicadas.

Outra alteracao realizada agora na linha
editorial deste peridédico € que desde 2009 os
artigos elaborados com a metodologia de difusao
em agar passaram a nao ser recomendados pela
grande maioria dos revisores. Em funcao disso, a
RSBO decide a partir de agora nao mais aceitar
trabalhos que envolvam essa metodologia, de
modo que os artigos nao serao sequer enviados
para a revisao por pares, sendo devolvidos
imediatamente aos autores. Para justificar essa
decisao, resolvemos pedir aos professores Erick
Miranda Souza e Fernanda Geraldes Pappen que
escrevessem o editorial convidado desta edicao,
expondo a tendéncia mundial dos periddicos em
relacao a metodologia ja mencionada, razao pela
qual convidamos a todos para lerem o referido
texto.

Para finalizar, gostariamos também de
comentar com os nossos leitores a classificacao
erronea da RSBO no Qualis Capes, pois a revista
foi disposta como B5, mas na verdade € B4, uma
vez que, de acordo com os critérios do Qualis,
revistas indexadas na Lilacs seriam B4. Esse
erro (pelo segundo ano consecutivo) ocorreu em
funcao de a RSBO néao estar catalogada na Lilacs
como “RSBO” e sim pela sua forma de citacao,
“Rev Sul-Bras Odontol”. Ja comunicamos o fato
a Capes, € o referido engano devera ser corrigido
no proximo Qualis.

Prof. Dr. Flares Baratto Filho

Prof. M.Sc. Fabricio Scaini

Prof. Dr. Luiz Carlos Machado Miguel
Editores da RSBO

The September edition of RSBO once
again has news in relation to databases, once
this journal has now been indexed in the Free
Medical Journals and Redalyc databases,
thus increasing even more its scientific
visibility. As a result of these indexes, some
structural changes in RSBO were required
to international standardization, such as the
information for the citation of articles on
their first page and the simplification of the
affiliations of authors. Altogether, RSBO is
currently indexed in 8 databases and under
evaluation in two others, which shows the
constant editorial board’s concern in keeping
the seriousness and the development of the
research published here.

Another change, this one in the editorial
line, is that since 2009 the articles with the
agar diffusion methodology have not been
recommended by reviewers. Hence, the RSBO
journal decides from now on to no longer
accept studies involving this methodology, so
that the articles will not be even sent to peer
review, thus being immediately returned to
authors. To justify this decision, we decided
to ask professors Erick Miranda Souza
and Fernanda Geraldes Pappen to write the
editorial guest of this edition, by showing the
worldwide trend of the periodicals in relation
to this methodology, so we invite you all to
read this text.

Finally, we would also like to comment to
our readers the misclassification of the RSBO
journal in Qualis Capes, because the journal
was classified as B5, but it is actually B4, once
that according to the Qualis criteria journals
indexed in Lilacs are B4. This mistake (for
the second consecutive year) was due to the
fact that RSBO is not cataloged in Lilacs as
“RSBO”, but in its quotation form, that is,
“Rev Sul-Bras Odontol”. We have already
communicated this to Capes, and that mistake
should be corrected in the next Qualis.

Prof. Dr. Flares Baratto Filho

Prof. M.Sc. Fabricio Scaini

Prof. Dr. Luiz Carlos Machado Miguel
Editors of RSBO



Editorial convidado

Difusao em agar: um método confiavel?

O método de difusao em agar, amplamente
empregado em avaliacoes de potencial
antimicrobiano de diferentes solucoes,
medicamentos ou cimentos utilizados em
Odontologia, atualmente vem sendo rejeitado
para publicacao em revistas indexadas de
alto impacto na Odontologia. Nos ultimos dez
anos, verifica-se uma diminuicao expressiva
do numero de artigos que recorrem a essa
metodologia em revistas indexadas, visto que
trabalhos com esse modelo experimental
costumam ser devolvidos aos autores sem
passar pelo processo peer review. Apesar de
parecer radical, tal decisao nao ¢ infundada, o
que nos leva a refletir melhor a respeito desse
modelo experimental [1].

A metodologia de difusao em agar foi
originalmente desenvolvida para avaliar a
susceptibilidade bacteriana a antibi6ticos
sistémicos, em que a mensuracao do efeito
antimicrobiano sobre determinada cepa
bacteriana se baseia na medicao do halo
de inibicao formado no meio agar apods o
contato com um disco contendo antibiotico.
Considerando as diferencas no padrao de
difusao dos materiais em teste e a possibilidade
de interacao quimica entre o material e os
componentes quimicos do meio agar, dezenas de
anos foram necessarios para o desenvolvimento
da metodologia a fim de definir e padronizar
as substancias quimicas envolvidas no teste,
tornando confiaveis os resultados. Para fazer
a mensuracao da susceptibilidade bacteriana,
foi estabelecida uma curva de comparacao a
fim de que a zona de inibicao do crescimento
bacteriano ao redor dos discos de antibi6ticos
seja comparada as concentracdes clinicas
do antibit6tico encontradas no soro humano,
ajudando assim a estipular a efetividade clinica
do antibi6tico sobre determinada bactéria.
Além disso, cepas de referéncia, de origem
conhecida e com susceptibilidade previamente
quantificada aos antibiéticos, sdo usadas como
controle em todos os testes. Gracas a essa
rigorosa padronizacao, a maioria das bactérias

Guest editorial

Agar diffusion: a reliable method?

The agar diffusion method, which is
widely used in the assessments of the
antimicrobial potential of various solutions,
medicines or endodontic cements, is now
being rejected for publication in indexed high-
impact journals in Dentistry. Over the past
ten years there was a considerable decrease
in the number of articles that use this method
in indexed journals, once studies with this
experimental model are usually returned to
authors before going through the peer review
process. Although it appears radical, it is not
a baseless decision, and this directs us to
consider about this experimental model [1].

The agar diffusion methodology was
originally developed to assess bacterial
susceptibility to systemic antibiotics, in
which the measurement of the antimicrobial
effect on a given bacterial strain is based on
the measurement of the zone of inhibition
formed in the agar after contact with a
disc containing antibiotic. Considering the
differences in the pattern of diffusion of the
materials being tested and the possibility of
chemical interaction between the material and
the chemical components of agar, decades
were needed to develop the methodology in
order to define and standardize the chemical
substances involved in the test, thus making
reliable results. To make the measurement of
bacterial susceptibility a comparison curve
was established so that the zone of inhibition of
bacterial growth around the discs containing
antibiotics was compared to the clinical
concentrations of the antibiotic found in the
human serum, thus helping to determine the
clinical effectiveness of antibiotic in a given
bacteria. Besides, reference strains of known
origin and previously measured susceptibility
to antibiotics are used as control in all tests.
Thanks to this strict standardization, most
aerobic and facultative bacteria can be reliably
tested with regards to their susceptibility to



aerébicas e facultativas pode ser testada de
forma confiavel quanto a sua susceptibilidade
a antibioticos, no entanto ainda nao se chegou
a uma uniformizacao internacionalmente aceita
para avaliar os microrganismos anaerobios
nesse aspecto [2].

Todavia, quando se analisa o potencial
antimicrobiano de solugcoes ou medicamentos
com suposta acao desinfetante utilizados em
Odontologia, nao ha padronizacao do meio de
cultura, tampouco das substancias a serem
testadas. Além disso, reacdoes quimicas entre
meio agar e materiais em teste sao estudadas com
pouca frequéncia e, portanto, sao praticamente
desconhecidas. De toda sorte, a ocorréncia
de qualquer interacdo quimica pode originar
erros de interpretacao dos resultados acerca
do potencial antimicrobiano do material em
teste. Materiais com comportamentos quimicos
distintos em relacao ao meio de cultura podem
provocar diferencas nos “halos de inibicao” que
reflitam essas interagcoes quimicas, de forma
que a mensuracao da acao antimicrobiana se
torna indissociavel dessas reagoes.

O meio de cultura as vezes apresenta, por
exemplo, capacidade tampao. Ao testarmos
materiais cuja acao antimicrobiana se da em
decorréncia do seu alto pH, certamente sua
atividade antimicrobiana sera subestimada,
pois em meio tamponado o alto pH do material
¢é neutralizado, resultando em um pequeno halo
de inibicao.

Também € frequente um resultado falso
positivo na avaliacado da acao antimicrobiana
de determinadas substancias em meio agar.
O EDTA (acido etilenodiaminotetracético),
substancia usualmente utilizada para remocao
de smear layer durante o preparo biomecanico
de canais radiculares, apresenta grandes halos
de inibicao em testes em meio agar. No entanto,
quando aplicada a metodologia de contato
direto ou de concentracao inibitéria minima, o
EDTA nao tem nenhum poder antimicrobiano.
O que ocorre € que o EDTA € capaz de remover
ions cations do meio agar, tornando-o assim
impréprio para o crescimento bacteriano.
Portanto, o halo de inibicao nesses casos nao
decorre de uma real atividade antimicrobiana,
mas apenas da interacao quimica entre o acido
€ 0 meio agar.

antibiotics, but an internationally accepted
standardization for assessing the anaerobic
microorganisms in this aspect has not been
reached so far [2].

However, when analyzing the antimicrobial
potential of solutions or medicines with
assumed disinfectant action, there is no
standardization of the culture medium,
neither of the substances to be tested.
Moreover, the chemical reactions between
agar and materials being tested are studied
with low frequency, and therefore they are
practically unknown. Nevertheless, the
occurrence of any chemical interaction may
lead to misinterpretation of the results on
the antimicrobial potential of the material
being tested. Materials with different
chemical behaviors in relation to the culture
medium may cause differences in the “zones
of inhibition” that reflect these chemical
interactions, so that the measurement of the
antimicrobial action becomes inseparable
from these reactions.

The culture medium sometimes presents,
for example, buffering capacity. When testing
materials which antimicrobial action is due
to their high pH, their antimicrobial activity
will certainly be underestimated, because in
buffering medium the high PH of the material
is neutralized, thus resulting in a small zone
of inhibition.

It is also common to have a false positive
result in the assessment of the antimicrobial
action of given substances in agar. EDTA
(ethylenediaminetetraacetic acid), a substance
commonly used to remove smear layer during
root canal biomechanical preparation,
presents large zones of inhibition in agar tests.
However, when the direct contact or minimal
inhibitory concentration methodology is
applied, EDTA has no antimicrobial power.
That is, EDTA is capable of removing ions
cations in agar, thus making it unsuitable
for bacterial growth. Therefore, the zone of
inhibition in these cases is not due to a real
antimicrobial activity, but only to the chemical
interaction between acid and agar.



E imperioso enfatizar que o objetivo de
qualquer experimento in vitro € simular e
estimar, dentro de determinadas limitacoes, o
comportamento do material in vivo. Ou seja, o
objetivo de um teste antimicrobiano realizado
pelo método de difusao em agar deve ser
presumir o comportamento dos materiais em
uma situacao clinica. Porém as desconhecidas
interacoes quimicas entre material e meio agar
podem gerar um viés de interpretacao dos
resultados, levando a conclusdes que tendem
a superestimar ou subestimar o potencial
antimicrobiano de algumas substancias.
Considerando que nao ha evidéncias de que a
observacao de um halo de inibi¢cao em placa de
agar seja capaz de predizer o comportamento
clinico de um material, concluimos que essa
metodologia nada adiciona ao conhecimento e,
além de tudo, pode gerar uma obliquidade na
escolha clinica de diferentes materiais, nas mais
diversas areas da Odontologia.

A avaliacao da atividade antimicrobiana
de substancias usadas em Odontologia deve,
portanto, ser realizada por outros métodos,
entre eles o de contato direto. Nesse teste, a
suspensao bacteriana € colocada em contato
com as substancias testadas pelos periodos
de tempo predeterminados; decorridos esses
tempos, aliquotas do material sao retiradas.
Se o objetivo for a avaliacao pela presenca de
turbidez, indicativa do crescimento bacteriano,
partes da mistura dos microrganismos com
as solucoes testadas sao incubadas em meio
liquido. Se a analise for quantitativa, o material
deve ser diluido e aliquotas dessas diluicoes sao
levadas a placas de meio agar, incubadas, € o
namero de UFC ¢é calculado [3].

Ao digitar no campo de busca do PubMed
o termo agar diffusion test tendo como foco
revistas de Odontologia e periddicos de 2000
a 2010, encontram-se 106 titulos, dos quais 35
sao de autores brasileiros. A alta prevaléncia
de pesquisadores brasileiros que utilizam
a difusao em agar para avaliar a atividade
antimicrobiana de antissépticos indica que
ainda ha falta de informacao sobre as limitagoes
do método e os riscos de gerar conclusoes
equivocadas. Dessa forma, seguindo a tendéncia
dos periodicos de alto impacto na Odontologia,
o conselho editorial da Revista Sul-Brasileira de
Odontologia concorda que trabalhos desenhados

It is imperative to emphasize that the
objective of any in vitro experiment is to simulate
and estimate within certain limitations the
behavior of the material in vivo. That is, the
objective of an antimicrobial test performed
through the agar diffusion method shall be
to determine the behavior of materials in a
clinical situation. But the unknown chemical
interactions between material and agar may
cause a bias in interpreting the results, thus
leading to conclusions that tend to overestimate
or underestimate the antimicrobial potential
of some substances. Considering that there
is no evidence that the observation of a zone
of inhibition on agar plates is capable of
determining the clinical behavior of a material,
we conclude that this methodology adds
nothing to knowledge and, most important,
may cause a skew in the clinical selection
of different materials in several areas of
Dentistry.

The assessment of the antimicrobial
activity of substances used in Dentistry
must therefore be performed through other
methods, including the direct contact one. In
this test, the bacterial suspension is placed in
contact with other substances being tested for
predetermined periods of time, and after that
aliquots of the material are removed. If the
objective is the assessment by the presence of
turbidity, indicating bacterial growth, parts of
the mixture of microorganisms with the tested
solutions are incubated in liquid medium. If
the analysis is quantitative, the material shall
be diluted and aliquots of these dilutions are
put on agar plates, incubated, and the CFU
number is calculated [3].

When searching for “agar diffusion test” in
PubMed with focus on Dentistry journals and
periodicals from 2000 to 2010, 106 titles are
found, of which 35 are by Brazilian authors.
The high prevalence of Brazilian researchers
using agar diffusion to asses the antimicrobial
activity of antiseptics indicates that there
is still lack of information on the limitation
of this method and the risks of misleading
conclusions when using it. Therefore, following
the trend of high-impact journals in Dentistry,
the editorial board of the South Brazilian



com o objetivo de comparar a capacidade
antimicrobiana de materiais ou solucoes em
meio agar nao serao aceitos para publicacao
neste periddico, sendo imediatamente retornados
aos autores.
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Dentistry Journal agrees that studies developed
with the objective to compare the antimicrobial
capacity of materials or solutions in agar will
not be accepted here, thus being immediately
returned to authors.
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